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AMP Péptidos antimicrobianos 
BCG  Calmette-Guérin bacillus 
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RNI  Intermediários reactivos de nitrogénio  
ROI  Intermediários reactivos de oxigénio 
TB  Tuberculose 
TNF  Factor de necrose tumoral (Tumor necrosis factor) 
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A tuberculose (TB) continua a representar um enorme problema de saúde pública, causando 
anualmente a morte de cerca de 3 milhões de pessoas. A antibioterapia disponível falha, devido ao 
desenvolvimento de resistências genéticas e, para agravar a situação não existe, actualmente, um 
sistema de vacinação eficaz. 
Este trabalho teve como objectivo o estabelecimento de um ensaio fluorimétrico para a medição 
rápida e em larga escala, da sobrevivência/morte intracelular de Mycobacterium spp., incluindo M. 
tuberculosis, em macrófagos, utilizando repórteres fluorescentes distintos para as bactérias e 
macrófagos. Os nossos resultados mostraram que a quantificação fluorimétrica de micobactérias que 
exprimem a proteína verde fluorescente GFP permite avaliar a sobrevivência em macrófagos 
infectados de forma semelhante ao método standard de contagem de unidades formadoras de 
colónias (UFC). Este método apresenta-se como uma alternativa rápida, menos laboriosa e 
dispendiosa ao método tradicional de contagem de UFC e, como tal, adequada à realização de 
rastreios em larga escala. 
Constituirá assim, certamente, uma ferramenta vantajosa para o rastreio de novos agentes 
terapêuticos, assim como para a procura de potenciais alvos terapêuticos, tanto ao nível do 
hospedeiro como da bactéria. 
Para a aplicação do método é necessário a utilização de um controlo positivo da morte 
intracelular bacteriana, tendo-se testado o efeito do lipopolissacárido (LPS), potente activador de 
macrófagos previamente descrito na literatura. Surpreendentemente, os nossos resultados revelaram 
que, na infecção por M. smegmatis o tratamento dos macrófagos com LPS durante a noite resulta num 
aumento da sobrevivência intracelular ao contrário do esperado efeito bactericida. Demonstrou-se que 
este efeito parece estar relacionado com um atraso da maturação do fagossoma e não numa redução 
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Tuberculosis remains one of the most significant Public Health issues causing around 3 million 
deaths annually. Due to the increase of drug resistance in Mycobacterium tuberculosis, the available 
antibiotics fail in the treatment of the disease and there is still no effective prophylactic vaccine.  
This work aims to establish a fluorimetric assay for a rapid and high-throughput measurement of 
intracellular survival/death of Mycobacterium spp., including M. tuberculosis, in macrophages using 
fluorescent reporters for both the bacteria and macrophages. Our results show that fluorimetric 
quantification of GFP-expressing mycobacteria allows the analysis of survival inside infected 
macrophages in a similar manner to the standard method of counting colony-forming units (CFU). This 
method constitutes a faster, cheaper and less laborious alternative to the traditional CFU method and 
suitable for high-throughput screenings. 
Consequently, this assay will surely be a valuable tool for the screening of new therapeutic 
agents as well as for the search of new therapeutic targets present in the host or bacteria. 
For the application of the method a positive control for intracellular bacterial death is needed, 
therefore we tested the effect of the lipopolysaccharide (LPS), a previously described potent 
macrophage activator. Surprisingly, our results show that in M. smegmatis infection, overnight LPS 
treatment of macrophages results in an increased intracellular survival contrary to the expected 
bactericidal effect. It was shown that this effect is related to a delay of phagosome maturation instead 
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1.1. Problemática da tuberculose  
 
A tuberculose (TB) continua a ter um enorme impacto na saúde pública em todo o mundo, 
ocorrendo anualmente 8-10 milhões de novos casos [1]. O seu agente causal, o Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), é um dos patogénios mais bem sucedidos, estimando-se que mais de um terço da 
população mundial esteja infectada [2]. Porém, apenas 5 a 10% dos indivíduos infectados correm o risco 
de desenvolver tuberculose durante a sua vida. No entanto, apesar de a infecção pelo Mycobacterium 
tuberculosis ser eficazmente contida pelo sistema imunitário do hospedeiro em cerca de 90% dos casos, 
a tuberculose pulmonar provoca anualmente 2-3 milhões de mortes em todo o mundo [3]. 
A única vacina disponível, Bacille Calmette-Guérin (BCG), embora proteja contra a disseminação 
da doença em recém-nascidos e crianças, possui baixa eficácia contra a TB pulmonar, o que realça a 
necessidade de um melhor regime de vacinação [4]. O contínuo aumento do número de casos, 
sobretudo em regiões onde a prevalência da infecção por HIV é elevada e, mais recentemente, a 
identificação de estirpes de micobactérias multirresistentes (MDR) e extensamente resistentes (XDR) a 
medicamentos, vieram reafirmar a TB como uma das principais ameaças em saúde pública [5]. 
A tuberculose miliar, caracterizada pela disseminação hematogénea de um grande número de 
micobactérias no organismo, é a manifestação mais grave da doença. No outro extremo do espectro 
clínico, encontra-se a tuberculose pleural, que é geralmente auto-limitada. Embora possa desenvolver-se 
em qualquer parte do corpo, a tuberculose apresenta-se geralmente como infecção pulmonar, 
abrangendo desde infiltração ligeira a doença crónica, cavitária e severamente destrutiva. As diferentes 
manifestações da infecção por Mtb reflectem o balanço entre o bacilo e os mecanismos de defesa do 
hospedeiro, sendo que a qualidade da defesa deste último determina o resultado [6].  
O Mycobacterium tuberculosis é transmitido por aerossóis e ao penetrar nos alvéolos pulmonares 
é fagocitado por célula fagocíticas profissionais, incluindo macrófagos, onde sobrevive num fagossoma 
que não funde com lisossomas. Deste modo, o Mycobacterium evita o contacto com as proteases 
acídicas e a exposição aos mecanismos bactericidas que operam nos lisossomas, prevenindo a sua 
degradação e o processamento e apresentação de antigénios bacterianos ao sistema imune [7]. A 
resposta imune montada pelo hospedeiro é complexa, envolvendo componentes da imunidade inata e 
adaptativa que, na maioria dos casos, sequestram o patogénio em estruturas denominadas granulomas. 
Estes são complexos imunes organizados de macrófagos diferenciados, linfócitos e outras células [8] 
cuja principal função é de contenção, prevenindo a disseminação das micobactérias, que persistem na 
forma de infecção assintomática de longa duração, denominada infecção latente, com o potencial risco 
de ocorrer reactivação mais tarde (<10%) [9].  Compreender os factores que contribuem para esta longa 
e complexa relação entre o patogénio e o hospedeiro é essencial para a nossa capacidade de modular 
as manifestações clínicas da infecção. 
 
1.2. Imunidade inata na tuberculose  
 
Os microrganismos invasores e outras partículas estranhas, assim como os corpos apoptóticos, 
são eliminados no organismo por um processo conhecido por fagocitose. Este processo é iniciado pela 
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interacção de receptores na membrana plasmática da célula fagocítica com os seus ligandos na 
superfície da partícula alvo [11].  
Os macrófagos alveolares residentes são o principal tipo celular envolvido na internalização inicial 
do Mycobacterium tuberculosis. Além destes, células dendríticas e neutrófilos, sendo células fagocíticas 
profissionais, têm um papel preponderante no controlo da infecção [12]. 
Foram identificados vários receptores relacionados com a internalização de Mtb nos macrófagos. 
Estes incluem receptores do complemento (CR1, CR3 e CR4) [13], receptores de manose e receptores 
scavenger classe A [14]. Nos pulmões, a internalização do Mtb pode também ser mediada por uma 
lectina tipo-C solúvel específica de manose, a proteína surfactante A (SP-A) [10,15]. 
Outro grupo de receptores, os Toll-like receptors (TLR), é provavelmente responsável pelo 
reconhecimento imunológico dos patogénios e consequentemente, pela sinalização celular pró-
inflamatória, em vez da internalização das bactérias. Os TLR pertencem à família dos pattern recognition 
receptors (PRR), que reconhecem Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) específicos de 
diferentes origens [16]. No caso das micobactérias, o TLR2 e TLR4 reconhecem componentes da parede 
celular do Mtb e activam vias de sinalização que conduzem à activação celular e produção de citocinas, 
entre outras [6].  
 
1.2.1. Mecanismos de imunidade inata na tuberculose 
 
O macrófago constitui uma das primeiras linhas de defesa contra a infecção micobacteriana e está 
equipado com uma variedade de respostas microbicidas [17]. Estes mecanismos ocorrem de forma 
sequencial e incluem a produção de espécies reactivas de oxigénio e nitogénio, a maturação do 
fagossoma em fagolisossoma, acompanhada de acidificação, a produção de citocinas e a apresentação 
de antigénios [18]. Verifica-se que, no interior dos fagossomas, as micobactérias não patogénicas, como 
M. smegmatis, conseguem ser mortas eficientemente pelos macrófagos em 24-48 h, em oposição com 
as micobactérias patogénicas, como Mtb, que sobrevivem dentro dos macrófagos por várias semanas 
[19].  
   
1.2.1.1. Radicais livres 
   
 A libertação de óxido nítrico (NO), produzido pela sintase indutível do óxido nítrico (iNOS), 
representa um potente e necessário mecanismo de defesa antimicobacteriano no modelo de ratinho de 
infecção por Mtb [20]. Contudo, existe uma maior controvérsia relativamente ao papel do NO na morte ou 
limitação do crescimento de Mtb em macrófagos humanos [21], possivelmente porque a presença de NO 
tem sido difícil de demonstrar [22]. No entanto, provou-se recentemente que os macrófagos alveolares, 
mas não os monócitos do sangue, são capazes de produzir NO in vitro, após estimulação quer com Mtb, 
quer com os seus antigénios secretados e existe um crescente conjunto de evidências que indicam que 
o NO produzido por macrófagos humanos infectados por Mtb possui efeitos antimicobacterianos contra 
este patogénio [23]. O mecanismo pelo qual o NO e outras espécies reactivas de nitrogénio controlam a 
sobrevivência do Mtb poderá envolver a quebra do DNA bacteriano, de proteínas e/ou indução da 
apoptose dos macrófagos infectados [20]. 
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Para além do NO, as células fagocíticas produzem, após estimulação com micobactérias, uma 
grande quantidade de outros intermediários reactivos de nitrogénio (RNI). Este processo é acentuado por 
citocinas inflamatórias como o IFN-γ e/ou lipopolissacáridos bacterianos (LPS) [24]. No entanto, verifica-
se que as micobactérias desenvolveram mecanismos de tolerância a RNI. Estudos in vitro demonstram 
que essa tolerância é dependente da dose, do tempo e da estirpe, sendo os patogénios naturalmente 
mais resistentes do que os não-patogénios [25].   
 Os intermediários reactivos de oxigénio (ROI), produzidos pela NADPH oxidase, são geralmente 
considerados menos relevantes para a morte das micobactérias [26], possivelmente devido à existência 
de mecanismos que permitem neutralizar os efeitos tóxicos dos ROI. No caso do Mtb, um desses 
mecanismos envolve a acção das enzimas superóxido dismutase e catalase. A primeira transforma o 
superóxido em H2O2 e água, enquanto a segunda transforma o H2O2 em água e oxigénio [27]. Outro 
mecanismo possível poderá estar relacionado com o facto de alguns produtos micobacterianos, incluindo 
LAM e sulfatides, serem scavengers de radicais de oxigénio [28].  
 
 1.2.1.2. Maturação do fagossoma em fagolisossoma  
 
O fagossoma recém-formado, gerado pela invaginação da membrana plasmática, não possui os 
componentes necessários para a degradação e eliminação dos microrganismos internalizados. Após a 
sua formação, o fagossoma modifica gradualmente a sua composição pela fusão sequencial com 
endossomas precoces, endossomas tardios e finalmente lisossomas [29]. O resultado final é um 
fagolisossoma que possui um pH ácido (<5), elevada concentração de enzimas hidrolíticas, defensinas e 
a capacidade de gerar compostos oxidativos tóxicos [30]. Este é um processo extremamente eficiente 
que irá matar a maioria das bactérias fagocitadas. Contudo, muitos patogénios intracelulares 
desenvolveram estratégias para evitar a sua degradação. Estas incluem o bloqueio da maturação do 
fagossoma (ex.: Mycobacterium), a capacidade de sobreviver no fagolisossoma (ex.: Leishmania e 
Coxiella) ou de degradar a membrana vacuolar e escapar para o citoplasma (ex.:Listeria e Shigella) [31]. 
Rapidamente após a formação do fagossoma é iniciada a remodelação da sua membrana [32]. As 
proteínas da membrana plasmática (incluindo receptores) são removidas em grande parte dentro dos 
primeiros 3-5 minutos. A fusão com endossomas precoces inicia-se também dentro de minutos, num 
mecanismo dependente da GTPase monomérica Rab5 [9]. Como consequência os fagossomas 
adquirem componentes característicos destes organelos [33], nomeadamente, a presença de Rab5, 
receptores da transferrina, um conteúdo relativamente pobre em proteases e um pH pouco acídico 
próximo de 6. Os marcadores da fase precoce são em seguida reciclados da membrana fagossomal à 
medida que o processo de maturação progride. A aquisição de Rab7 e perda de Rab5 permite a fusão 
subsequente do fagossoma com endossomas tardios e lisossomas [34]. Apesar da cinética de 
maturação diferir fortemente dependendo do tipo de partícula fagocitada e do tipo de célula, este 
processo decorre normalmente em 20 minutos [33]. Como consequência da maturação o fagossoma 
torna-se enriquecido na presença de marcadores endossomais tardios como, por exemplo, Rab 7 e 
ácido liso-bifosfatídico (LBPA) [35]. O fagossoma tardio evolui então para fagolisossoma caracterizado 
pela presença de formas maduras das enzimas lisossomais como a catepsina D, da proteína membranar 
associada a lisossomas 1 (LAMP 1) e um pH ácido [33]. 
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A aquisição de um pH ácido durante o processo de maturação deve-se principalmente à aquisição 
da bomba de protões v-ATPase e é considerada essencial à actividade microbicida do fagossoma 
[33,36]. A acidificação do lúmen fagossomal pode exercer um efeito bactericida directo nas bactérias 
internalizadas [37]. Para além disso, favorece tanto a actividade lítica de várias enzimas lisossomais que 
possuem um pH óptimo acídico, como a produção de peróxido de hidrogénio e outras espécies reactivas 
de oxigénio o que requer grandes quantidades de protões [33].  
Armstrong e Hart demonstraram, há mais de 30 anos, que os fagossomas contendo Mtb são 
resistentes à fusão com componentes tardios da via endossomal-lisossomal [38]. Uma vez internalizadas 
pelos macrófagos, as micobactérias patogénicas secretam factores que bloqueiam a maturação dos 
fagossomas e, como resultado, residem em compartimentos que não se fundem com lisossomas nem 
sofrem acidificação.  
O ponto exacto em que o Mtb bloqueia a maturação do fagossoma ainda não é conhecido. No 
entanto, a retenção de Rab5 nos fagossomas das micobactérias patogénicas e a ausência de Rab7 nos 
tempos normais esperados para o seu recrutamento, indicam que o processo é interrompido numa fase 
inicial entre os passos controlados por Rab5 e Rab7 [35,39].  
Enquanto resistem à fusão com compartimentos tardios, os fagossomas contendo micobactérias 
virulentas viáveis interagem com compartimentos endossomais precoces. Como tal, apresentam 
marcadores destes organelos, como o receptor da transferrina [40] mas, em contraste com os 
fagossomas contendo micobactérias mortas ou a estirpe não virulenta M. smegmatis, excluem 
marcadores dos endossomas tardios, tais como a v-ATPase de protões e a protease lisossomal 
Catepsina D [7]. Pensa-se que a ausência da v-ATPase de protões é responsável pela reduzida 
acidificação dos fagossomas micobacterianos, que equilibram o pH a 6.2-6.3, comparativamente a um 




Figura 1. Tráfego intracelular de M. tuberculosis nos macrófagos. Após a internalização, os 
fagossomas contendo partículas inertes revestidas com IgG acidificam rapidamente para um pH de 5 ou 
inferior, e as partículas inertes são subsequentemente entregues a lisossomas. Contrariamente, os 
fagossomas contendo Mtb apenas acidificam para um pH 6.4 e resistem à fusão com lisossomas. Os 





1.2.2. Outros mecanismos bactericidas 
 
1.2.2.1. Péptidos antimicrobianos  
 
 Pensa-se que os péptidos antimicrobianos (AMP), pequenos péptidos catiónicos produzidos por 
diversos organismos hospedeiros, são efectores significativos da imunidade inata através da sua 
actividade imunomodulatória e morte directa de microrganismos [41]. Os AMP são principalmente 
proteínas secretadas e os seus principais locais de actividade são as superfícies mucosas, que podem 
ser portas de entrada bacteriana. No entanto, conhecem-se poucos AMP que se sabe actuarem em 
bactérias, principalmente dentro de macrófagos e células epiteliais [42]. 
 Entre os péptidos antimicrobianos, as defensinas e catelicidinas humanas desempenham um 
importante papel na ligação entre a imunidade inata e adquirida [43,44].  
 Nas infecções micobacterianas, o principal papel das defensinas é a lise directa das micobactérias 
através da permeabilização das membranas celulares [45]. Acredita-se que a ligação electrostática entre 
grupos arginina das defensinas catiónicas e as membranas ricas em fosfolípidos aniónicos induz a 
permeabilização para formar canais regulados por voltagem, causando a perda de metabolitos 
intracelulares [45]. Foi demonstrado que algumas defensinas também possuem actividades 
quimiotácticas em células imunitárias, o que pode modular a resposta imune, servindo de ponte entre a 
resposta imune inata e adaptativa [46]. 
 O péptido LL-37, a única catelicidina humana conhecida, apresenta um largo espectro de 
actividades microbicidas in vitro [47]. O estudo Miyakawa et al. revelou que os macrófagos alveolares 
são eficientes na produção de LL-37 após infecção com Mtb, sugerindo que a catelicidina destas células 
pode ser um importante participante na resposta imune inata durante o início da infecção em humanos 
[48]. Para além disso, no estudo de Radtke e O’Riordan, a co-localização de catelicidina com vacúolos 
contendo M. tuberculosis foi observada concomitantemente com uma diminuição na viabilidade 
bacteriana [42]. 
 
1.2.2.2. Produção de citocinas e quimiocinas  
 
O reconhecimento de Mtb por células fagocíticas leva à activação celular e à produção de 
citocinas, que por sua vez aumentam o estado de activação das células e a sua produção num complexo 
processo de regulação cruzada. São também produzidas quimiocinas, que em conjunto com as 
citocinas, recrutam células inflamatórias (células T, neutrófilos e células NK) para as áreas de infecção, 
activam as células e coordenam a resposta inflamatória e a resposta imune adaptativa a Mtb, 
desempenhando um papel crucial no desfecho das infecções micobacterianas [6,49].  
 
IFN-γ – Na tuberculose, esta citocina é produzida principalmente por células T CD4+ e CD8+, 
assim como por células NK, e estimula uma resposta micobactericida nos macrófagos caracterizada pela 
produção de NOS [50]. Verifica-se que ratinhos IFN-γ KO são altamente susceptíveis a Mtb virulento [51] 
e indivíduos deficientes no gene para o IFN-γ ou o seu receptor são mais susceptíveis a sérias infecções 
micobacterianas, incluindo Mtb [52]. Apesar da produção do IFN-γ sozinha não ser suficiente para o 
controlo da infecção por Mtb, esta é necessária para a resposta protectora a este patogénio. Foi 
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Também demonstrada a produção de IFN-γ por macrófagos alveolares infectados por micobactérias 
dependente de IL-12 [53]. 
TNF-α – A produção de TNF-α por monócitos, macrófagos e células dendríticas é induzida nestas 
células após estimulação com micobactérias ou produtos micobacterianos [12]. Esta citocina pró-
inflamatória desempenha um papel chave na formação do granuloma [54], induz a activação dos 
macrófagos, em sinergia com o IFN-γ, e possui propriedades imunoreguladoras [55]. Foi demonstrado 
que nos macrófagos de ratinho esta citocina desempenha um papel no controlo das micobactérias 
intracelulares por uma via dependente da produção de NO e uma via independente [56]. É também 
responsável por estimular respostas apoptóticas nestas células [57]. Ratinhos deficientes em TNF-α ou 
no seu receptor (TNFR) apresentam susceptibilidade aumentada a Mtb e uma deficiente formação do 
granuloma após infecção por Mtb. Nos humanos, o facto de doentes que recebem inibidores de TNF-α 
serem mais susceptíveis à tuberculose evidencia o importante papel desta citocina na defesa do 
hospedeiro a Mtb [49]. 
IL-1β – Outra citocina pró-inflamatória envolvida na resposta do hospedeiro ao Mtb é a IL-1β. Tal 
como o TNF-α, é principalmente produzida por monócitos, macrófagos e células dendríticas [58]. A IL-1 β 
é quimiotáctica para linfócitos e é capaz de activar células T CD4+, causando a sua proliferação e 
libertação de IFN-γ [59]. Estudos com ratinhos sugerem que a IL-1β desempenha um papel importante 
na tuberculose, tendo sido demonstrado que ratinhos com duplo-KO de IL-1α e -1β e ratinhos deficientes 
em IL-1R tipo I, os quais não respondem a IL-1, apresentam um aumento do crescimento 
micobacteriano, assim como uma formação anormal do granuloma após infecção com Mtb [6]. 
IL-12 – A IL-12 é um elemento fundamental na defesa do hospedeiro a Mtb. É produzida 
principalmente por células fagocíticas, e a fagocitose de Mtb parece ser necessária para a sua produção 
[60]. Esta citocina possui um papel crucial na indução da produção de IFN-γ [61]. Trata-se de uma 
citocina regulatória que liga a resposta inata e adaptativa do hospedeiro a micobactérias e a qual exerce 
os seus efeitos protectores principalmente através da indução do IFN-γ [62]. 
IL-18 – A IL-18 é uma citocina pro-inflamatória e foi inicialmente descoberta como um factor 
indutor de IFN-γ, com sinergismo com a IL-12 [61]. Também estimula a produção de outras citocinas pró-
inflamatórias, quimiocinas e factores de transcrição [63]. A evidência para um papel protector da IL-18 
durante infecções micobacterianas surge da observação que ratinhos IL-18 KO são altamente 
susceptíveis a BCG e Mtb [64]. 
IL-6 – É produzida no início das infecções micobacterianas no local da infecção e possui 
propriedades pro- e anti-inflamatórias [65,66]. Esta citocina pode ser prejudicial nas infecções 
micobacterianas uma vez que inibe a produção de IL-1β [67] e foi demonstrado que promove o 
crescimento in vitro de M. avium [68]. Por outro lado, um possível papel protector é suportado por 
estudos em ratinhos deficientes em IL-6 que apresentam uma susceptibilidade aumentada à infecção por 
Mtb, o que parece estar relacionado com a deficiente produção de IFN-α no início da infecção [6].  
 
Entre as várias quimiocinas secretadas por macrófagos humanos e de ratinho infectados por Mtb, 
incluem-se a CCL2, CCL3, CCL7, CCL12, CXCL2, e CXCL10 [69]. Estudos in vitro e in vivo fornecem 
evidência para a participação das quimiocinas no controlo da TB, sendo a sua produção em macrófagos 
predominantemente regulada pelo TNF-α [70].  
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1.2.2.3. Apoptose vs necrose  
 
A morte celular programada, ou apoptose, desempenha um papel importante na resposta da 
imunidade inata contra patogénios, tratando-se de uma estratégia de defesa conservada evolutivamente 
que se estende até ao mundo das plantas. É por isso essencial para a persistência dos patogénios 
intracelulares que estes possuam fortes mecanismos anti-apoptóticos [71]. 
A importância da apoptose na resposta imune inata do hospedeiro no contexto da infecção 
micobacteriana foi salientada pela demonstração que a morte celular programada reduzia a viabilidade 
das micobactérias, o que não acontece com a necrose das células infectadas [72,73]. Para além disso, a 
relevância da apoptose para a resposta imune adquirida contra o Mtb foi sugerida pela demonstração 
que a fagocitose de corpos apoptóticos contendo micobactérias por células dendríticas, podia levar à 
apresentação de antigénios de lípidos e péptidos micobacterianos e à subsequente activação de células 
T específicas [74].  
Assim, a morte celular programada pode constituir outro mecanismo efector do hospedeiro 
infectado para limitar o crescimento do Mtb, uma vez que a apoptose de células fagocíticas pode 
prevenir a disseminação da infecção. A sua indução em resposta à infecção por Mtb é dependente de 
TNF-α e verifica-se que as estirpes patogénicas de Mtb induzem significativamente menos apoptose das 
células do hospedeiro do que estirpes relacionadas atenuadas [75]. 
 
1.3. Métodos convencionais de contagem de UFC para medir sobrevivência intracelular de Mtb – 
limitações para testes em larga escala 
 
A contagem de unidades formadoras de colónias (UFC) é um dos métodos mais antigos e mais 
usados em microbiologia para a quantificação de bactérias numa amostra. Contudo, trata-se de uma 
técnica muito trabalhosa e que exige períodos de incubação muito prolongados para a quantificação de 
micobactérias intracelulares de crescimento lento, que podem ir até várias semanas [76]. Realizar 
ensaios de contagem de UFC para testar grandes números de condições é não só bastante demorado e 
trabalhoso como dispendioso, sendo necessários grandes números de placas de agar ou tubos de 
cultura, o que torna este método pouco adequado para rastreios em larga escala. Como tal, são 
necessárias novas alternativas e métodos mais rápidos que permitam testar, em larga escala, por 
exemplo, novos agentes antimicobacterianos e alvos terapêuticos [77].  
São vários os factores que levam a incorrecções neste método. Nomeadamente, esta técnica não 
permite quantificar todas as bactérias viáveis inoculadas mas apenas as que são capazes de crescer nas 
condições em que são cultivadas, o que não acontece com o Mtb latente, por exemplo. Por outro lado, 
nos ensaios de infecção, o número de bactérias presentes nas amostras analisadas é relativamente 
elevado, sendo necessário efectuar diluições seriadas 1/10 para quantificar estas amostras, o que leva a 
um aumento do erro na medição, para além de ser um processo bastante exaustivo [78]. 
No entanto, apesar destas desvantagens esta técnica permanece a de maior confiança e mais 
comummente aceite, pelo que quando se desenvolve ou se pretende implementar outro método 




1.4. Activação de macrófagos com LPS  
 
O lipopolissacárido (LPS), componente importante da membrana externa das bactérias Gram-
negativas, é um potente activador de macrófagos, levando à produção de mediadores inflamatórios, 
incluindo intermediários de oxigénio e nitrogénio e citocinas, nomeadamente, IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-α 
[79-81]. A estimulação dos macrófagos com LPS aumenta também a sua actividade quimiotáctica e 
fagocítica [82], que em conjunto com a produção de citocinas e a capacidade oxidativa, constituem 
características típicas da activação destas células [83,84]. 
Foi demonstrado que nos macrófagos o LPS é reconhecido pelo TLR4, ocorrendo a activação dos 
factores de transcrição nuclear factor kappa B (NF-kB) e activator protein-1 (AP-1), induzindo, por fim, a 
expressão de genes relacionados com a inflamação [85,86]. 
A principal função dos macrófagos classicamente activados (i.e. activados por sinais tipo-Th1, 
como o IFN-γ, TNF ou LPS) é a destruição de microrganismos [87]. O aumento da capacidade 
microbicida dos macrófagos activados com LPS contra bactérias intracelulares encontra-se 
extensamente documentada na literatura, nomeadamente em estudos com Listeria monocytogenes e 
Legionella pneumophila, para citar dois exemplos. 
A Listeria monocytogenes é um patogénio intracelular facultativo, estando comprovada a sua 
sobrevivência e proliferação em macrófagos, células Kupffer, hepatócitos e enterócitos [88]. O estudo 
Inuoe et al. demonstrou que em células J774 pré-tratadas com LPS (0.1 µg/ml) a proliferação intracelular 
de L. monocytogenes é fortemente inibida [80].  
Também o crescimento intracelular da Legionella pneumophila é diminuído dentro de 2 dias em 
células J774 tratadas com 0.1 µg/ml de LPS, durante 24h antes da infecção, uma das condições óptimas 




Este trabalho teve como objectivo desenvolver um ensaio fluorimétrico para medição da 
sobrevivência/morte intracelular de Mtb em macrófagos humanos, usando dois repórteres fluorescentes. 
Neste ensaio é utilizada uma estirpe de micobactérias que expressa a proteína verde fluorescente GFP e 
uma linha celular de macrófagos com marcação nuclear fluorescente azul. Desta forma a sobrevivência 
intracelular é avaliada através do cálculo do rácio entre a intensidade de fluorescência das micobactérias 
e dos macrófagos ao longo do período de infecção. 
Para estabelecimento do método utilizou-se como modelo de infecção uma estirpe M. smegmatis 
GFP, que por ser uma micobactéria de crescimento rápido é mais vantajosa à optimização do mesmo. 
Para a obtenção de macrófagos humanos THP-1 com marcação fluorescente foram utilizadas duas 
abordagens. Primeiro, testou-se o potencial da marcação nuclear fluorescente dos macrófagos com 
Hoechst, um corante de ligação ao ADN. Em seguida, tentou-se criar uma linha celular THP-1 com 
marcação fluorescente constitutiva. Para isso construiu-se um plasmídeo integrativo para expressão da 
proteína azul fluorescente TagBFP, em fusão com três cópias da sequência de localização nuclear. 
A segunda parte deste trabalho consistiu em estudar o efeito do LPS na infecção por M. 
smegmatis, tendo em vista a sua utilização como controlo positivo da morte intracelular. Foi utilizado o 
modelo de infecção de M. smegmatis em macrófagos de ratinho J774 por ser um modelo bem 
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estabelecido no laboratório e analisou-se a sobrevivência intracelular na presença e ausência de 
estimulação com LPS através do método de contagem de UFC. 
Com o desenvolvimento deste método fluorimétrico pretende-se criar uma alternativa mais rápida, 
menos laboriosa e dispendiosa ao método tradicional de contagem de UFC, e como tal mais adequada à 
realização de rastreios em larga escala. Afigura-se que este método será potenciador da descoberta de 




2. Materiais e Métodos 
 
2.1. Cultura de células  
As células da linhagem monocítica humana THP-1 (ATCC TIB-202) foram mantidas em meio 
RPMI-1640 (Invitrogen Gibco) contendo 10% soro fetal de bezerro (FCS; Invitrogen Gibco), 1% L-
glutamina (Invitrogen Gibco), 1mM piruvato de sódio (Invitrogen Gibco), 10mM HEPES a pH 7.4 
(Invitrogen Gibco), 1x aminoácidos não-essenciais-MEM (Invitrogen Gibco), penicilina/estreptomicina 
(100 unidades/ml/100 μg/ml; Invitrogen Gibco) e incubadas a 37ºC numa atmosfera com 5% CO2. As 





por ml.  
Dois dias antes da infecção, foram semeadas 1x10
5
 células por poço, em placas pretas de 96 
poços de fundo plano (Corning). Foram incubadas durante a noite em meio de cultura celular (descrito 
em cima) suplementado com 20 nM phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma) para induzir a 
diferenciação em macrófagos. No dia seguinte, o meio contendo PMA foi substituído por meio novo sem 
PMA e mantido durante 24 h para assegurar a reversão das células para o fenótipo de macrófagos em 
repouso.  
A linha celular de macrófagos de ratinho J774A.1 (ATCC TIB-67) foi mantida em meio DMEM 
(Invitrogen Gibco) suplementado com 10% FCS, 1% L-glutamina, penicilina/estreptomicina (100 
unidades/ml/100 μg/ml), em placas de cultura de tecidos (Falcon) e incubada a 37ºC numa atmosfera 
com 5% CO2. As células foram passadas a cada 2-3 dias por uma diluição 1:10 com novo meio de 
cultura.  
 Os macrófagos foram semeados (2,5x10
5
 macrófagos/poço), na véspera da infecção, em placas 
de cultura celular de 24 poços de fundo plano (Falcon) em 1ml de meio DMEM completo e incubados a 
37ºC numa atmosfera com 5% de CO2.   
Quando indicado, a estimulação das células J774 com 100 ηg/ml, 1 ou 10 μg/ml de LPS (E. coli 
0111:B4; S. enterica serovar Typhimurium; Klebsiella pneumoniae; Sigma) foi feita aproximadamente 3 h 
após as células serem semeadas e mantida durante a noite anterior à infecção, ou feita apenas 3 h antes 
da infecção. O estímulo foi removido aquando da adição das bactérias. 
 A linha celular HEK 293T (ATCC CRL-11268) foi cultivada em meio DMEM (descrito em cima) 
em frascos de cultura de tecidos (Falcon) e incubada a 37ºC numa atmosfera com 5% CO2. A passagem 
das células foi feita a cada 2-3 dias por uma diluição 1:10 com novo meio de cultura.  
 
2.2 Cultura de bactérias  
M. smegmatis mc
2
 155 possuindo um plasmídeo de expressão de GFP (gentilmente cedida pelo 
Prof. Douglas Young, London School of Hygiene and Tropical Medicine, Londres, Reino Unido) foi 
cultivado em meio contendo Middlebrook’s 7H9 broth medium (Difco) e Nutrient broth (Difco) (4,7 g e 5 g 
por litro, respectivamente), suplementado com 0,05% Tween 80, a 37ºC num agitador a 220 r.p.m, até 
atingir a fase exponencial de crescimento. Para estabilizar a expressão de GFP o meio foi suplementado 
com higromicina (50 μg/ml; Invitrogen). Foi feita uma sub-cultura das bactérias em meio novo nos dias 
anteriores às experiências. 
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Listeria monocytogenes (ATCC 19111) (gentilmente cedida pela Prof. Dra. Aida Duarte, Faculdade 
de Farmácia, Universidade de Lisboa) cresceu em meio BHI (Brain Heart Infusion; Oxoid), a 37ºC num 
agitador a 220 r.p.m..  
 
 2.3 Infecção de macrófagos 
A cultura de M. smegmatis ou L. monocytogenes, em fase exponencial, foi centrifugada a 3500 
r.p.m, durante 10 minutos, lavada duas vezes com PBS (Phosphate buffer saline) pH 7.4 e 
ressuspendida em meio de cultura celular apropriado (sem antibióticos). Os agregados de micobactérias 
foram removidos por tratamento ultrasónico da suspensão bacteriana num banho de ultrassons, durante 
15 minutos, passando-se depois a suspensão através de um filtro de 5 μm (Sartorius Stedim Biotech). 
Foi medida a OD600 da suspensão (OD600 = 0,1 corresponde a 1x10
7
 bactérias/ml para M. smegmatis e a 
1x10
8
 bactérias/ml para L. monocytogenes) e ajustou-se a OD600 de forma a obter uma suspensão de 
bactérias com uma concentração correspondente à multiplicidade de infecção (MOI) pretendida.  
As células foram infectadas com uma MOI 5, 10 ou 20 e o período de internalização das bactérias 
foi de 1 h. Para remover as bactérias extracelulares, retirou-se o meio de infecção, lavou-se com PBS e 
incubou-se as células com meio celular apropriado contendo 10 μg/ml de gentamicina (Invitrogen). Em 
cada tempo de análise, foi medida a sobrevivência das bactérias por UFC ou intensidade de 
fluorescência. Para determinação das UFC, as células foram lavadas com PBS e lisadas com 300 μl de 
água esterilizada (ou 1% Igepal CA-630 (Sigma) em água) numa incubação a 37ºC, durante 15 minutos, 




). 10 μl de cada diluição foram 
inoculados, em duplicado, em placas de meio Middlebrook 7H10, no caso de M. smegmatis e, em placas 
de gelose simples, no caso de L. monocytogenes. As unidades formadoras de colónias foram contadas 
após incubação a 37ºC durante um dia (L. monocytogenes) ou dois dias (M. smegmatis). A medição da 
intensidade de fluorescência das amostras foi feita em 50 μl de PBS, após lavagem com PBS e 
utilizando o fluorimetro Tecan’s Infinite 200® microplate reader para medir a fluorescência de GFP (488 
nm excitação/ 520 nm emissão). Cada amostra foi analisada em triplicado e células não infectadas foram 
usadas como controlos da autofluorescência para cada tempo de medição. 
 
2.4. Marcação dos núcleos de THP-1 com Hoechst 
Após incubação, durante a noite, das células THP-1 em meio de cultura celular suplementado com 
20 nM de PMA, removeu-se este meio e adicionou-se 50 μl de meio novo contendo Hoechst 33342 (5 
μg/ml; Invitrogen) a cada poço. Incubou-se, durante 30 minutos, a 37ºC e, depois de lavar com PBS, 
mediu-se a intensidade de fluorescência no fluorímetro Tecan’s Infinite 200® (excitação: 350 nm/ 
emissão: 461 nm). Poços com o mesmo número de células não marcadas foram utilizados como brancos 
e cada amostra foi analisada em triplicado. 
 
2.5 Inibição da fagocitose com citocalasina D 
As células THP-1 foram incubadas a 37ºC em 5% CO2, durante 30 minutos antes da infecção, com 
50 μl de meio (sem antibiótico) contendo diferentes concentrações de citocalasina D (1 μg/ml e 10 μg/ml; 
Sigma), a qual foi mantida durante a infecção. As células foram infectadas com um volume de 50 μl, 
durante 1 h e, em seguida lavadas com PBS para remoção das bactérias extracelulares. A intensidade 
de fluorescência de GFP foi lida no fluírimetro Tecan’s Infinite 200® (excitação: 488 nm/ emissão: 520 
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nm). Utilizaram-se poços com o mesmo número de células sem infecção como brancos e cada amostra 
foi analisada em triplicado. 
 
2.6. Construção do plasmídeo pTagBFP-Nuc 
Para a construção do vector de expressão da proteína TagBFP em fusão com NLS (sinal de 
localização nuclear), o gene que codifica a proteína azul fluorescente TagBFP foi clonado a partir do 
plasmídeo pTagBFP-C (Clontech) no plasmídeo pEBFP2-Nuc (Addgene). Este último contém três cópias 
da sequência de localização nuclear (NLS) e possui um gene de resistência à neomicina (Neo
r
) que 
permite a sua selecção (usando G418) em células eucarióticas. Os plasmídeos foram cortados com as 
enzimas de restrição NheI (NEB) e XhoI (Roche). Os produtos das digestões, purificados com o kit 
comercial QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), foram ligados com a enzima T4 DNA ligase (Roche), 
para criar a fusão do gene da TagBFP com as três cópias de NLS, ligadas à extremidade 3’. A 
transformação dos produtos da reacção de ligação foi feita em E. coli DH5α (gentilmente fornecida pelo 
Prof. Dr. Pedro Simas, Instituto de Medicina Molecular, Universidade de Lisboa), de acordo com o 
protocolo de heat shock [90]. Os transformantes foram seleccionados em meio Luria-Bertani (LB) 
contendo canamicina (50 µg/ml). Para confirmar o resultado da clonagem, efectuou-se a extracção dos 
plasmídeos com o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) e realizou-se uma análise de restrição com a 
enzima ApaL1 (NEB), que corta a dupla cadeia de DNA do plasmídeo em dois pontos, no inserto e na 
origem de replicação. Como controlo foram utilizadas células de E.coli DH5α transformadas com o vector 
sem o inserto. As avaliações de integridade, restrições enzimáticas, extracções e purificações do DNA 
plasmídico, foram feitas por electroforese em géis de agarose (1%) com Gelpilot loading dye 5x 
(Qiagen). Utilizou-se o tampão de electroforese Tris-Borato EDTA 0.5x (45mM Tris, 45mM ácido bórico, 
1mM EDTA, pH 8.0) e o marcador de pesos moleculares 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 
 
      
 
Figura 2. Representação esquemática do plasmídeo pTagBFP-C (A) e pEBFP2-NUC (B).  
 
 
2.7 Transfecção células HEK 293T 
As células HEK 293T foram transfectadas com o reagente de transfecção Lipofectamine 2000 
(Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. As imagens foram obtidas no microscópio Zeiss 











2.8  RT-PCR 
O RNA foi extraído utilizando TRIzol (Invitrogen), segundo as instruções do fabricante. A 
concentração de RNA foi determinada utilizando o Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific). A produção 
de cDNA fez-se utilizando Superscript II reverse transcriptase seguindo o protocolo do fabricante 
(Invitrogen), num volume final de reacção de 20μl. Os primers utilizados para RT-PCR quantitativo foram 
desenhados com o programa Primer3 (Roche Applied Science), de forma a possuírem uma Tm = 60% e 
produzirem fragmentos de DNA com ± 200 p.b.. Confirmou-se que os primers não hibridizavam com 
sequências inespecíficas através do programa BLAST . 
Para o RT-PCR quantitativo, o cDNA foi amplificado num volume de reacção de 20μl com 50% de SYBR 
Green PCR master mix (Applied Biosystems), e as reacções foram corridas num ABI 7000 Sequence 
Detection System com o ABI Prism SDS 7000 software (Applied Biosystems). Todas as amostras foram 
analisadas em duplicado. Os níveis de expressão foram depois normalizados para a expressão do 
housekeeping gene GAPDH. Segue-se uma lista dos primers utilizados: 
 
GAPDH: Fwd AACTTTGGCATTGTGGAA; Rev  ACACATTGGGGGTAGGAACA 
iNOS: Fwd CACCTTGGAGTTCACCCAGT; Rev ACCACTCGTACTTGGGATGC 
IL-1β: Fwd CAGGCAGGCAGTATCACTCA; Rev AGCTCATATGGGTCCGACAG 
IL-6: Fwd AGTTGCCTTCTTGGGACTGA; Rev CAGAATTGCCATTGCACAAC 
TLR4: Fwd GCTTTCACCTCTGCCTTC; Rev GAAACTGCCATGTTTGAG 
TNFα: Fwd GAACTGGCAGAAGAGGCACT; Rev AGGGTCTGGGCCATAGAACT 
 
2.9 Microscopia de fluorescência 
Na véspera da infecção, as células J774 foram semeadas sobre lamelas de vidro estéreis, colocadas 
em placas de cultura celular de 24 poços (1,5x10
5
 células/poço) em 1ml de meio como descrito em cima. 
As células J774 foram infectadas com M. smegmatis GFP (MOI 10) durante 4 h. Para a marcação dos 
organelos acídicos, o Lysotracker Red DND-99 (Molecular Probes) foi adicionado às células na diluição 
1:10.000 em DMEM, durante os últimos 30 minutos da infecção. Após lavagem e fixação das células 
com paraformaldeído (PFA) 4%, fez-se a montagem das lamelas com meio de montagem (Dako) em 
lâminas de vidro. As imagens de microscopia confocal foram obtidas usando o microscópio Zeiss LSM 
510 META, com uma objectiva de 63x. A percentagem de bactérias GFP co-localizadas com Lysotracker 
foi determinada analisando pelo menos 9 campos aleatórios de três amostras diferentes por condição 
experimental. A quantificação foi feita automaticamente utilizando uma Macro do software ImageJ 1.44a, 
desenhada para quantificar a percentagem de pixéis verdes (GFP) co-localizados com pixéis vermelhos 
(Lysotracker). 
Nos ensaios de imunofluorescência, as células foram fixadas com PFA 4% à temperatura ambiente, 
durante 30 minutos. A permeabilização das células foi feita com 0,1 % Triton X100 (Sigma) em PBS, 
durante 5 minutos, à temperatura ambiente. Após 15 minutos de blocking com 1 % BSA/PBS, as células 
foram incubadas com o anticorpo primário, durante 30 minutos, seguindo-se outros 30 minutos de 
marcação com o anticorpo secundário. As imagens de microscopia confocal foram obtidas usando o 
Zeiss LSM 510 META e a percentagem de co-localização foi calculada por estereologia directa. Utilizou-
se o anticorpo primário Mouse Anti-LBPA (6C4) (Echelon) e o anticorpo secundário Alexa Fluor® 568 
rabbit anti-mouse IgG (H+L) (Invitrogen). 
14 
 
2.10. Análise Estatística 
Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão e a análise estatística foi realizada 
recorrendo ao software SigmaPlot version 11 (Systat Software Inc., CA). As diferenças entre os valores 
médios de dois grupos, num determinado momento, foram analisadas usando o teste t-Student e P < 
0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os números de células THP-1 e as intensidades de 










3.1. Métodos para quantificação do número de macrófagos em placa 
 
3.1.1. Marcação nuclear de THP-1 com Hoechst 
 
Os ensaios para a quantificação de micobactérias intracelulares normalmente não incluem a 
quantificação dos macrófagos e, a ausência deste controlo interno pode levar a uma incorrecta 
quantificação da infecção. Assim, pretendemos desenvolver um ensaio que utilize, não só bactérias 
fluorescentes que exprimem constitutivamente a proteína verde fluorescente (GFP), como também 
células com um repórter fluorescente, de forma a ser possível a sua quantificação ao longo da infecção. 
Desta forma, o rácio entre a intensidade de fluorescência das micobactérias e das células irá permitir 
quantificar a internalização e a sobrevivência das micobactérias no interior dos macrófagos.  
Para investigar a utilidade da marcação fluorescente do núcleo como um potencial método para 
a quantificação fluorimétrica das células THP-1, cresceram-se células numa placa preta de 96 poços 
com diferentes inóculos e marcaram-se as células com Hoechst (5 μg/ml), um corante fluorescente de 
ligação ao ADN. Em seguida, realizou-se a leitura da intensidade de fluorescência das amostras no 
fluorímetro Tecan’s Infinite 200® microplate reader. Os números de células e os valores da intensidade 
de fluorescência correspondentes foram submetidos a análise de regressão linear. O gráfico obtido 
revelou que a intensidade de fluorescência dos núcleos celulares está positivamente correlacionada com 
o número de células THP-1 (r
2
 = 0,99; P < 0,001) (Fig. 3). Como tal, estes resultados sugerem que a 
intensidade de fluorescência da marcação dos núcleos celulares parece ser um parâmetro adequado 
para a quantificação dos macrófagos em placa. 
 
 
Figura 3.  Quantificação fluorimétrica de células THP-1 marcadas com Hoechst. O valor médio da 
intensidade de fluorescência das células marcadas com Hoechst 33342 (excitação: 350 nm/ emissão: 
461 nm) é apresentado em função do número de células por poço (cada ponto representa a média ± d.p. 





3.1.2. Construção de um vector de expressão para marcação nuclear dos macrófagos e 
transfecção em células HEK 293T 
 
Tendo em conta os resultados anteriores, construiu-se um plasmídeo integrativo para a expressão 




três cópias do sinal de localização nuclear (NLS), o qual é responsável por direccionar a proteína para o 
núcleo. Este plasmídeo será usado para criar uma linha celular THP-1 com marcação fluorescente 
nuclear constitutiva, de forma a permitir a quantificação por fluorimetria, dos macrófagos viáveis durante 
o período de infecção. 
Para confirmação da clonagem, o plasmídeo resultante, pTagBFP-Nuc, foi transfectado em células 
HEK 293T, uma linha celular de fácil transfecção. As imagens foram obtidas no microscópio Zeiss 
Axiovert 200M, após 48h, tendo-se observado a expressão nuclear da proteína TagBFP (Fig. 4). Como 
controlo, transfectou-se o plasmídeo pTagBFP-C, que codifica a proteína TagBFP mas não a sequência 




Figura 4. Células HEK 293T transfectadas com o plasmídeo pTagBFP-Nuc. As imagens foram 
obtidas, após 48 h, com o microscópio Zeiss Axiovert 200M, usando uma ampliação de 40x. (A) 
aquisição com filtros DAPI (excitação: 359-371nm/ emissão >397nm); (B) sobreposição do canal DAPI 
com luz transmitida.  
 
 
3.2. Estabelecimento do método de avaliação da sobrevivência intracelular de micobactérias por 
fluorimetria e comparação com o método clássico 
 
 Em seguida, verificou-se se a marcação fluorescente das bactérias seria um bom parâmetro para 
a sua quantificação por fluorimetria, durante o ensaio de infecção. Iniciaram-se os estudos com M. 
smegmatis GFP, uma estirpe em uso no laboratório, uma vez que se trata de uma bactéria de 
crescimento rápido não patogénica, sendo um modelo de infecção mais fácil e bem estudado. 
 Com este ensaio pretendeu-se comparar a avaliação da sobrevivência intracelular de M. 
smegmatis em células THP-1 por fluorimetria, com o método clássico de contagem de unidades 
formadoras de colónias (UFC). Para isso, as células THP-1 foram infectadas com diferentes 
multiplicidades de infecção (MOIs) de M. smegmatis GFP (1, 5 e 10). Ao fim de 1 e 3 h de infecção, a 
quantificação do número de bactérias internalizadas foi feita, em paralelo, por medição da intensidade de 
fluorescência (IF) no fluorímetro e por contagem de UFC das amostras. 
 A análise da intensidade de fluorescência de GFP das bactérias intracelulares, permitiu observar 
uma distinção entre os valores médios da fluorescência correspondentes às diferentes MOIs. Verificou-
se que a um aumento da MOI corresponde um aumento da intensidade de fluorescência, em ambos os 
tempos de infecção (Fig. 5A), tal com se verificou por contagem de UFC (Fig.5B). Adicionalmente, 
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observou-se também uma diminuição da intensidade de fluorescência, entre 1 e 3 h de infecção, em 
todas as MOIs testadas. Estes resultados estão também em concordância com os resultados obtidos 
pelo método tradicional de contagem de UFC, em que se observa uma diminuição do número de 
bactérias ao fim de 3 h de infecção, em todas as MOIs . 
 Estes resultados sugerem que a detecção da intensidade de fluorescência das micobactérias 
intracelulares poderá ser uma boa alternativa ao método convencional de contagem de UFC, para 
avaliação da sobrevivência de M. smegmatis em macrófagos. 
 
  
         
 
Figura 5. Comparação da fluorescência (URF) e crescimento (UFC) de M. smegmatis em células 
THP1. Quantificação de M. smegmatis GFP em macrófagos THP-1 infectados com diferentes MOIs (5, 
10 e 20). A medição foi feita por IF (A) e UFC/amostra (B), ao fim de 1 e 3 h de infecção. Os valores de 
intensidade de fluorescência foram normalizados para o valor do branco (células não infectadas). Os 
dados são apresentados como média ± d.p. de triplicados de IF e UFC. 
 
 
3.3. Controlo negativo de internalização usando citocalasina D 
 
A citocalasina D é um potente inibidor da polimerização da actina, estando descrito o seu efeito na 
inibição da internalização de várias bactérias [91]. O passo seguinte no estabelecimento do método 
fluorimétrico, consistiu em testar o efeito da citocalasina D na internalização de M. smegmatis em células 
THP-1, com o objectivo de se utilizar este inibidor como controlo negativo da internalização.  
As células THP-1 foram tratadas com diferentes concentrações de citocalasina D (1 e 10 μg/ml), 
durante 30 minutos antes da infecção, sendo a concentração do inibidor mantida durante o período de 
infecção das células. Os macrófagos foram infectados com MOI 10 e 20 de M. smegmatis GFP. A 
análise dos resultados foi feita a partir da leitura da intensidade de fluorescência de GFP das bactérias 
internalizadas, ao fim de 1 h de infecção.  
Verificou-se que as células infectadas com MOI 20 apresentam uma diminuição significativa (P < 
0,05) na internalização das bactérias GFP, relativamente ao controlo, para ambas as concentrações de 
citocalasina D testadas. Observou-se uma tendência de diminuição da internalização das bactérias com 
o aumento da concentração de citocalasina D utilizada, embora a diferença da intensidade de 
fluorescência entre as duas concentrações não seja estatisticamente significativa. Contrariamente, nas 
células infectadas com MOI 10, não se observaram diferenças significativas na internalização das 







Figura 6. Efeito da citocalasina D na internalização das bactérias. Medição da intensidade de 
fluorescência de GFP das bactérias internalizadas, ao fim de 1 h de infecção, em células THP-1 tratadas  
previamente com citocalasina (1 e 10 μg/ml). As células foram infectadas com MOI 10 e 20 de M. 
smegmatis GFP. Poços com células apenas foram utilizados como brancos. Os resultados são 
apresentados como média ± d.p. de triplicados. Os asteriscos indicam diferenças significativas 
relativamente ao controlo determinadas pelo teste t-Student: * P < 0,05. 
 
 
3.4. Aferição da sobrevivência intracelular: Lipopolissarárido (LPS) como controlo positivo  
 
3.4.1. Efeito da concentração do LPS na infecção de macrófagos J774 por M. smegmatis  
 
 A segunda parte deste trabalho teve como objectivo testar o efeito do lipopolissacárido (LPS), 
potente activador de macrófagos [79], na sobrevivência de M. smegmatis, tendo em vista a sua utilização 
como controlo positivo da morte intracelular na infecção micobacteriana. Para isso, utilizou-se o modelo 
de infecção de macrófagos J774, um modelo bem estabelecido no laboratório e, acompanhou-se a 
infecção através da contagem de unidades formadoras de colónias (UFC).  
 Começou-se por testar o efeito da estimulação dos macrófagos J774, durante a noite anterior à 
infecção (o.n.), com diferentes concentrações de LPS de Klebsiella (100 g/ml, 1 μg/ml e 10 μg/ml), na 
sobrevivência das micobactérias. O crescimento das células e das micobactérias foi sincronizado de 
forma a proceder-se ao protocolo de infecção. As células praticamente confluentes foram infectadas com 
uma MOI de 10, utilizando-se bactérias em fase de crescimento exponencial.  
 O pré-tratamento dos macrófagos com 1 ou 10 μg/ml de LPS o.n. resultou, ao contrário do que se 
esperava, num aumento significativo (P ≤ 0,001) da sobrevivência de M. smegmatis, relativamente ao 
controlo, ao fim de 4, 8 e 24 h de infecção. Ao fim da primeira hora, porém, apenas se observou um 
aumento da sobrevivência em relação ao controlo, nas células estimuladas com 10 μg/ml, embora 
bastante inferior ao observado nos tempos posteriores e com menor significância estatística (P < 0,05). A 
concentração mais baixa testada, 100 ηg/ml, originou resultados menos consistentes ao longo da 
infecção. Não se verificaram diferenças relativamente ao controlo ao fim de 1 e 8 h pós-infecção (p.i.), 
observou-se um aumento da sobrevivência às 24 h p.i., embora menos significativo (P = 0,05) que os 
restantes, e registou-se uma tendência inversa à das outras concentrações, ao fim de 4 h de infecção, 





relação ao controlo ser também menos significativa (P < 0,05) (Fig. 7A). Os resultados obtidos revelaram 
ainda que nas células tratadas com LPS não ocorreu uma morte acentuada das bactérias, entre as 4 e 8 
h de infecção. É importante salientar que nas células pré-estimuladas, as bactérias intracelulares estão 
também a ser destruídas ao longo do período de infecção, verificando-se, porém, que diminuem em 
número a uma menor taxa do que no controlo (Fig.7B). 
 Apesar de nas células estimuladas com 10 μg/ml de LPS se observar um aumento na 
sobrevivência de M. smegmatis mais acentuado às 4 e 8 h p.i. relativamente à concentração de 1 μg/ml, 
alguns estudos revelam que esta concentração pode ser citotóxica para os macrófagos [92], pelo que se 











Figura 7. Sobrevivência de M. smegmatis em células J774 tratadas com LPS. As células 
estimuladas o.n. com as concentrações indicadas de LPS foram infectadas com M. smegmatis (MOI 10) 
e foi determinado o número de UFC das amostras nos tempos indicados. Os dados são apresentados 
como média ± d.p. de quadruplicados, em percentagem do controlo (A) ou UFC/amostra (B). Os 
asteriscos indicam diferenças significativas relativamente ao controlo determinadas pelo teste t-Student: 








3.4.2. Efeito da origem do LPS na infecção de macrófagos J774 por M. smegmatis 
 
De seguida, procurou-se verificar se o fenótipo observado era independente da origem do LPS 
utilizado na estimulação dos macrófagos. Para isso, as células J774 foram estimuladas o.n. com LPS (1 
μg/ml) de diferentes origens: em paralelo com o LPS de Klebsiella, utilizado no ensaio anterior, testou-se 
LPS de E. coli e de Samonella, uma vez que estes se encontram entre os mais frequentemente 
utilizados em ensaios de activação celular. As células foram infectadas com M. smegmatis (MOI = 10) e 
analisaram-se os resultados por contagem de UFC.  
Ao fim da primeira hora de infecção, não se registaram diferenças em relação ao controlo para o 
LPS de Salmonella nem de Klebsiella, enquanto o tratamento com LPS de E. coli resultou num pequeno 
aumento da sobrevivência intracelular (P = 0,001). Às 4 h p.i., todos os LPS testados levaram a um 
aumento significativo da sobrevivência (P ≤ 0,001), aproximadamente 4 vezes superior ao controlo. Por 
fim, às de 24 h de infecção, observou-se igualmente um aumento da sobrevivência para todos os LPS 
testados (P ≤ 0,001), cuja diferença em relação ao controlo é superior à observada às 4 h p.i. (Fig. 8). O 
maior aumento da sobrevivência intracelular (cerca de 25 vezes superior ao controlo) foi observado nas 
células previamente estimuladas com LPS de E. coli, às 24 h de infecção. Baseado neste resultado, 
decidiu-se utilizar o LPS de E. coli nos ensaios seguintes. 
Estes resultados demonstram que o aumento da sobrevivência de M. smegmatis em macrófagos 
J774, observado às 4 e 24 h pós-infecção, é consistente para LPS de diferentes espécies, sugerindo que 







Figura 8. Sobrevivência de M. smegmatis em células J774 tratadas com diferentes LPS. As células 
estimuladas o.n. com 1 μg/ml de LPS de E. coli, Salmonella e Klebsiella foram infectadas com M. 
smegmatis (MOI 10). Foi determinado o número de UFC das amostras nos tempos indicados. Os dados 
são apresentados como média ± d.p. de quadruplicados, em percentagem do controlo. Os asteriscos 






3.4.3. Efeito do tempo de estimulação com LPS na infecção de macrófagos J774 por M. 
smegmatis 
 
Dado que o pré-tratamento dos macrófagos com 1 μg/ml de LPS o.n. aumenta a sobrevivência de 
M. smegmatis, a partir das 4 h de infecção, pretendeu-se verificar se este efeito era dependente do 
tempo de estimulação dos macrófagos. Assim, realizou-se um ensaio em que as células J774 foram 
estimuladas com LPS na véspera ou apenas 3 h antes da infecção. A quantificação dos resultados foi 
feita ao fim de 1 e 4 h após a infecção, por contagem de UFC. 
Ao fim da primeira hora de infecção não se verificaram diferenças significativas na sobrevivência 
intracelular, em relação ao controlo, para nenhuma das condições testadas. Porém, às 4 h p.i., observou-
se um aumento significativo (P ≤ 0,001) da sobrevivência de M. smegmatis (aproximadamente 3 vezes o 
valor do controlo), nas células estimuladas com LPS o.n., à semelhança de ensaios anteriores, enquanto 
nos macrófagos estimulados com LPS apenas 3 h antes da infecção, o nível de sobrevivência 
intracelular não diferiu do controlo (Fig. 9). Estes resultados sugerem que o aumento da sobrevivência 





Figura 9. Sobrevivência de M. smegmatis em células J774 estimuladas com LPS o.n ou 3 h. As 
células estimuladas com 1 μg/ml de LPS de E. coli o.n. ou 3 h antes da infecção foram infectadas com 
M. smegmatis (MOI 10). Foi determinado o número de UFC das amostras nos tempos indicados. Os 
dados são apresentados como média ± d.p. de quadruplicados, em percentagem do controlo. Os 
asteriscos indicam diferenças significativas em relação ao controlo determinadas pelo teste-t de Student: 
** P ≤ 0,001. 
 
 
3.4.4. Listeria monocytogenes como controlo positivo da morte intracelular em macrófagos 
J774 activados por LPS 
 
O resultado inesperado obtido anteriormente, do aumento da sobrevivência das micobactérias em 
células pré-estimuladas com LPS, sugeriu que deveríamos verificar se este resultado ocorria também 
com outras espécies de bactérias intracelulares, onde o efeito da activação dos macrófagos com LPS na 
sua sobrevivência já tivesse sido descrito. Assim sendo, decidiu-se usar o modelo de infecção Listeria 
monocytogenes, estando descrito na literatura que esta bactéria é morta mais eficientemente em 
macrófagos J774 previamente estimulados com LPS [80]. A L. monocytogenes seria utilizada como 
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controlo dos resultados obtidos na infecção por M. smegmatis em macrófagos J774 pré-estimulados. No 
laboratório estabelecemos todos os métodos necessários para cultivar e crescer L. monocytogenes de 
forma consistente e sincronizada com o crescimento de M. smegmatis e das células J774, para proceder 
à infecção.  
Assim, realizou-se, em paralelo, um ensaio de infecção de células J774 com M. smegmatis (MOI = 
10) e Listeria monocytogenes (MOI = 10). As células J774 foram previamente estimuladas com LPS de 
E. coli (1 μg/ml) o.n. e, ao fim de 1, 4 e 24 h após a infecção, calculou-se a taxa de sobrevivências das 
bactérias, relativamente ao controlo, pelo cálculo do número de UFC por amostra.  
Em concordância com estudos anteriores [80], ao fim de 24 h de infecção, verificou-se uma 
redução significativa (P < 0,001) no número de UFC de L. monocytogenes, de cerca de 1 log, nas células 
estimuladas com LPS, relativamente ao controlo (Fig. 10A e C). Também em concordância com os 
resultados descritos, não se observou uma alteração na sobrevivência da bactéria nas células activadas, 
durante as primeiras 4 h de infecção. Contrariamente, tal como nos ensaios anteriores, na infecção com 
M. smegmatis observou-se um aumento na sobrevivência das bactérias nas células tratadas com LPS, 
ao fim de 4 e 24 h após a infecção (Fig. 10B e D). No entanto, inversamente ao que foi observado 









Figura 10. Sobrevivência de L. monocytogenes e M. smegmatis em células J774 estimuladas com 
LPS o.n. As células não estimuladas ou estimuladas com 1 μg/ml de LPS de E. coli o.n. foram infectadas 
com MOI 10 de L. monocytogenes (A,C) ou M. smegmatis (B,D). Foi determinado o número de UFC das 
amostras nos tempos indicados. Os dados são apresentados como média ± d.p. de quadruplicados, em 
percentagem do controlo (A,B) ou UFC/ amostra (C,D). Os asteriscos indicam diferenças significativas 









3.4.5. Mecanismo de acção bactericida dependente de LPS 
 
3.4.5.1. Activação de macrófagos: expressão de iNOS, TNF-α, IL-6, IL-1β e TLR4 nos 
macrófagos J774 infectadas por M. smegmatis 
 
 Ao longo deste trabalho ficou demonstrado, através de ensaios de contagem de UCF, que a 
estimulação dos macrófagos J774 com 1 μg/ml de LPS o.n. aumenta a sobrevivência de M. smegmatis, 
a partir das 4 h p.i.. 
 Sabe-se que a estimulação de macrófagos com LPS, que se liga ao receptor TLR4, resulta na 
activação e translocação nuclear do factor de transcrição NF-kB, que possui um papel central nas 
alterações das expressões genéticas durante a resposta inflamatória [85]. Os produtos característicos 
dos eventos inicias da resposta imune mediados por NF-kB incluem a libertação de interleucinas (IL) pró-
inflamatórias, TNF-α e produção de NO mediada pela óxido nítrico sintase indutível (iNOS) [93].  
 Tendo estes factos em mente, para investigar os possíveis mecanismos envolvidos no aumento da 
sobrevivência de M. smegmatis em macrófagos previamente estimulados com LPS o.n., decidiu-se 
realizar uma análise por RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) quantitativo, em 
que se compararam os níveis de expressão de mRNA de iNOS, IL-6, IL-1β, TNF-α e TLR4. A análise foi 
feita em células J774 estimuladas com LPS, células infectadas por M. smegmatis e células estimuladas 
com LPS e infectadas, ao fim de 4 h de infecção, de forma a avaliar o possível envolvimento de algum 
destes factores no fenótipo observado. 
 Relativamente à expressão de iNOS, registou-se um aumento semelhante nas células estimuladas 
com LPS o.n., com ou sem infecção, cerca de 80 vezes superior ao controlo. Por outro lado, nas células 
infectadas por M. smegmatis, sem estimulação prévia, observou-se um aumento significativo (P < 0,05) 
da expressão deste mRNA, relativamente ao controlo, de apenas aproximadamente 2 vezes, muito 
inferior ao verificado nas células previamente estimuladas (Fig. 11A). Quanto à expressão do receptor 
membranar do LPS, o TLR4, verificou-se apenas uma pequena redução significativa (P < 0,05)  nas 
células estimuladas com LPS o.n., enquanto as células infectadas, com ou sem estimulação prévia, não 
apresentam variações significativas, relativamente ao controlo (Fig. 11B). A expressão da citocina pró-
inflamatória TNFα, revelou-se cerca de 4 vezes aumentada nas células estimuladas com LPS o.n., 
enquanto nas células infectadas por M. smegmatis, com ou sem estimulação prévia, o aumento foi cerca 
de metade (Fig. 11C). 
 Relativamente à expressão de IL-6, nas células pré-estimuladas com LPS o.n., observou-se um 
aumento superior a 1000 vezes, e de cerca de 370 vezes nas células estimuladas e infectadas, em 
relação ao controlo. Por sua vez, nas células infectadas por M. smegmatis, sem estimulação prévia, 
detectou-se um aumento significativo (P < 0,05), cerca de 3 vezes superior ao controlo (Fig. 11D). Em 
relação à expressão de IL-1β, nas células estimuladas com LPS o.n., observou-se um aumento de cerca 
de 380 vezes, relativamente ao controlo, enquanto que o aumento nas células infectadas e estimuladas 
o.n., foi de aproximadamente 40 vezes. À semelhança do que se verificou para a IL-6, registou-se uma 
subida significativa da sua expressão (P < 0,05) de cerca de 3 vezes, em células infectadas com M. 
smegmatis não estimuladas (Fig. 11E).  
Estes resultados sugerem que nenhum destes factores parece estar envolvido no aumento da 


























Figura 11. Análise da expressão de iNOS, TLR4, TNF-α, IL-6 e IL-1β. Expressão relativa dos genes 
indicados normalizados relativamente a GAPDH, ao fim de 4 horas de infecção com M. smegmatis (MOI 
10). Dados obtidos por RT-PCR quantitativo a partir de cDNA preparado com células J774 sem 
estimulação nem infecção (controlo), células estimuladas com LPS o.n, células infectadas não 
estimuladas e células infectadas previamente estimuladas. Os dados são apresentados como média ± 
d.p. da expressão de quatro amostras diferentes, em relação ao controlo. Os asteriscos indicam 
diferenças significativas determinadas pelo teste t-Student: * P < 0,05; ** P ≤ 0,001. 
 
 
3.4.5.2. Maturação do fagossoma: 
 
3.4.5.2.1. Co-localização com vesículas acídicas  
 
Em seguida, decidiu-se verificar se o efeito observado estaria relacionado com alterações ao nível 
da maturação do fagossoma induzidas directamente pelo LPS.  
Considera-se que o pH fagossomal é um factor importante para a actividade óptima da maioria das 
enzimas lisossomais e um pH inferior a 5.5 encontra-se normalmente associado a fagossomas maduros, 
que estão equipados para matar os patogénios [33]. Decidiu-se, por isso, investigar se as diferenças 
observadas na morte das micobactérias, entre células não estimuladas, ou estimuladas apenas 3 h antes 
e, células estimuladas com LPS o.n., poderiam ser explicadas por uma alteração na percentagem de 
fagossomas acídicos. Para isso, utilizou-se o corante fluorescente Lysotracker red DND99, que se 
acumula em compartimentos com pH ácido (pH<6), sendo um marcador conhecido de compartimentos 
acídicos logo, mais bactericidas [94]. As células foram infectadas por M. smegmatis que exprimem a 
proteína verde fluorescente GFP, o que permite a sua detecção por fluorescência em macrófagos 
infectados. A análise foi feita ao fim de 4 h de infecção, por microscopia confocal, utilizando-se o 
software ImageJ para a quantificação da percentagem de bactérias co-localizadas com o marcador 
acidotrópico Lysotracker. 
Constatou-se que, ao fim de 4 h de infecção, a percentagem de fagossomas acídicos é cerca de 
40%, tanto nas células não estimuladas, como nas células tratadas com LPS o.n. ou 3h antes da 
infecção (Fig. 12). Uma vez que não se observam diferenças significativas entre as várias condições, os 
resultados sugerem que não é uma alteração na percentagem de fagossomas acídicos que causa o 







Figura 12. Análise quantitativa da co-localização com vesículas acídicas. Quantificação da 
percentagem de co-localização de fagossomas contendo M. smegmatis GFP com o corante aciditrópico 
Lysotracker Red, ao fim de 4 h de infecção. A análise foi feita em células não estimuladas, células 
estimuladas com LPS o.n. ou LPS 3 h, por microscopia confocal. A quantificação foi feita 
automaticamente utilizando o software ImageJ, analisando-se pelo menos nove campos aleatórios de 
três amostras por condição. Os dados são apresentados como média ± d.p.. 
 
 
3.4.5.2.2. Co-localização com marcador da fase tardia das vias endocíticas 
 
 Ao longo do processo de maturação, o fagossoma funde-se com vários componentes da via 
endocítica, adquirindo marcadores desses compartimentos, que permitem caracterizar o seu estado de 
maturação [33].  
  Não se tendo observado uma diferença na acidificação fagossomal, decidiu-se utilizar uma 
segunda abordagem, analisando a percentagem de co-localização dos fagossomas contendo M. 
smegmatis GFP com o marcador de endossomas tardios, o ácido liso-bisfosfatídico (LBPA). Desta 
forma, pretendeu-se testar se o efeito do LPS o.n. observado na sobrevivência intracelular estaria 
relacionado com atrasos ou bloqueios na maturação do fagossoma em fagolisossoma. As amostras 
foram obtidas ao fim de 4 h de infecção e analisadas por microscopia confocal, tendo sido feita a 
quantificação da localização por estereologia directa. 
 Esta análise revelou que, ao fim de 4 h de infecção, a percentagem de co-localização dos 
fagossomas bacterianos com o LBPA é sensivelmente igual entre o controlo e as células estimuladas 
com LPS 3 h antes da infecção (cerca de 76%). Por outro lado, as células estimuladas com LPS o.n. 
apresentam uma percentagem de co-localização de 69%, revelando uma redução significativa (P < 0,05) 
em relação ao controlo e às células estimuladas com LPS durante 3 h (Fig. 13). Estes resultados indicam 
que a fusão do fagossoma com compartimentos endossomais tardios é ligeiramente diminuída pela 













Figura 13. Análise quantitativa da co-localização com LBPA. Quantificação da percentagem de co-
localização de LBPA com fagossomas contendo M. smegmatis GFP, ao fim de 4 h de infecção. 
Fagossomas quantificados em células controlo (n=385 fagossomas), em células estimuladas com LPS 
o.n. (n=399 fagossomas) e em células estimuladas com LPS 3 h (n=403 fagossomas) Os dados são 
apresentados como média ± d.p. de pelo menos três campos aleatórios, combinados de três amostras 
para cada condição. Os asteriscos indicam diferenças significativas determinadas pelo teste t-Student: * 
P< 0,05. 
 
Em conclusão, os resultados obtidos indicam que o estímulo durante a noite com LPS leva a um 
atraso/bloqueio da maturação do fagossoma em fagolisossoma resultando na maior sobrevivência 
intracelular de M. smegmatis. Concluímos, ainda que o LPS não pode ser usado como controlo positivo 








Este trabalho teve como objectivo o desenvolvimento de um ensaio fluorimétrico para avaliar de forma 
rápida e pouco dispendiosa a internalização e a sobrevivência/morte de Mtb em macrófagos humanos, 
utilizando dois repórteres fluorescentes. Pretende-se fazer a quantificação simultânea, durante o período de 
infecção, de bactérias e macrófagos, que expressam uma proteína fluorescente verde (GFP) e azul 
(TagBFP), respectivamente.  
 
 A quantificação de micobactérias intracelulares de crescimento lento pelo método tradicional de 
contagem de unidades formadoras de colónias (UFC) é extremamente laboriosa, dispendiosa e requer 
períodos de incubação que podem ir até 4 semanas, sendo pouco adequada para rastreios em larga escala 
[76]. A utilização de proteínas fluorescentes como repórteres oferece várias vantagens que possibilitam a 
avaliação rápida e in situ da sobrevivência micobacteriana, enquanto permitem contornar muitas das 
desvantagens inerentes a outros métodos rápidos. A título de exemplo, são uma boa alternativa aos 
métodos de detecção através da marcação com compostos radioactivos e, ao contrário dos métodos 
baseados em genes repórter, como a luciferase, não necessitam da adição de substratos ou cofactores, 
podendo ser detectadas directamente [95]. Para além disso, são sintetizadas continuamente nas células, 
evitando a necessidade de fixação, permeabilização ou lise. 
Nos ensaios de sobrevivência de micobactérias intracelulares existe um parâmetro que não é, 
geralmente, quantificado, ao longo da infecção, que consiste no número de macrófagos viáveis presentes na 
amostra. A quantificação deste controlo interno permitirá avaliar directamente se uma redução no número de 
bactérias intracelulares pode ser consequência da morte dos macrófagos devido, por exemplo, à 
citotoxicidade de um composto testado, ao silenciamento de um gene essencial à sobrevivência da célula 
hospedeira, ou ao próprio parasita. 
Os nossos resultados revelaram uma boa correlação entre a intensidade de fluorescência da 
marcação nuclear das células THP-1 com Hoechst e o número de células por poço (Fig. 3). Como tal, 
sugerem que a marcação nuclear fluorescente seja um bom método adequado para a quantificação dos 
macrófagos por fluorimetria. O Hoechst 33342 é um corante fluorescente de ligação ao ADN, com elevada 
sensibilidade, frequentemente utilizado para a avaliação do ciclo celular, apoptose e quantificação de células 
viáveis por citometria de fluxo [96]. No entanto, apesar de não requerer a permeabilização das células para a 
sua marcação, tipicamente requer um mínimo de 30 minutos de incubação e o seu sinal pode começar a ser 
degradado após cerca de 120 minutos. Para além disso, foi demonstrado que o Hoechst 33342 induz a 
apoptose em várias linhas celulares, de forma dependente do tempo e da dose e, por se intercalar com o 
ADN, é capaz de alterar a transcrição celular [97]. Como tal, esta técnica de marcação não parece ser 
ajustada para o nosso modelo, uma vez que se pretendem realizar várias leituras nas amostras vivas, ao 
longo do período de infecção. Para além disso, de forma a comparar resultados em diferentes tempos de 
medição, necessitamos que o repórter utilizado apresente um sinal constante, ao longo do tempo. A 
utilização de uma proteína azul fluorescente com expressão nuclear como repórter, poderá permitir 
ultrapassar estas limitações. Esta abordagem permitirá realizar várias leituras nas mesmas amostras, sem 
necessidade de marcação prévia e sem variações significativas no sinal, uma vez que a expressão da 
proteína deverá ser constante ao longo do tempo, parecendo ser um repórter mais adequado para estudos 
de cinéticas. Para além disso, não possui citotoxicidade e não deverá interferir com a transcrição celular.  
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Assim, construiu-se um vector de expressão integrativo, de forma a criar uma linha celular THP-1 com 
expressão nuclear constitutiva da proteína azul fluorescente TagBFP (máximo de excitação: 402 
nm/emissão: 457 nm). Trata-se da proteína azul mais brilhante disponível no mercado e é caracterizada por 
possuir elevada fotoestabilidade e um pico de emissão estreito, sendo adequada para marcação com 
proteínas verdes fluorescentes [98]. A fusão da TagBFP com três cópias NLS permitiu a sua expressão 
nuclear, tal como foi observado nas células HEK 293T transfectadas (Fig. 4). No entanto, será necessário 
confirmar esta localização utilizando como controlo positivo um repórter conhecido com localização nuclear 
e emissão de fluorescência noutra gama do visível. Uma opção será o iodeto de propídio, composto com 
ligação às cadeias de ADN, que emite fluorescência vermelha.  
Posteriormente, o plasmídeo será electroporado em células THP-1, que serão seleccionadas com 
neomicina, para criar a linha celular com marcação nuclear constitutiva. Espera-se que a intensidade de 
fluorescência da fusão TagBFP-NLS esteja correlacionada com o número de células THP-1, tal como se 
verificou com o Hoechst, de forma a permitir a quantificação dos macrófagos viáveis em amostras vivas, 
durante a infecção.  
A proteína verde fluorescente (GFP) tem sido usada como repórter em vários organismos, incluindo M. 
smegmatis e M. bovis BCG, sendo a expressão da fluorescência detectada por microscopia, citometria de 
fluxo ou fluorimetria [99,100]. O facto de ser sintetizada continuamente nas células em divisão [101], possuir 
baixa toxicidade e resistir bem ao foto-branqueamento (photobleaching) quando irradiada com 450 a 490 m 
de luz [102], tornam esta proteína um repórter vantajoso.  
Os nossos resultados sugerem que a análise da intensidade de fluorescência das bactérias GFP, 
parece ser um bom método eficaz para a sua quantificação no interior dos macrófagos, por fluorimetria. Foi 
possível distinguir as diferentes MOIs, num determinado tempo de análise e, observou-se uma redução da 
intensidade de fluorescência em todas elas, entre 1 e 3 h de infecção, tal como observado pela contagem de 
UFC (Fig. 5). Este perfil de sobrevivência está de acordo com o que foi descrito em estudos anteriores em 
macrófagos THP-1 [103]. Assim, os resultados sugerem que este ensaio fluorimétrico parece ser uma 
alternativa à avaliação da sobrevivência das micobactérias em macrófagos infectados pelo método 
tradicional de contagem de UFC.  
Uma vez que se utilizou um ganho optimizado para a medição da intensidade de fluorescência em 
cada tempo de análise, os valores absolutos de URF de medições em diferentes tempos de infecção não 
devem ser comparados. Assim, de forma a comparar a intensidade de fluorescência das bactérias 
intracelulares ao fim de 1 e 3 h de infecção, os valores foram normalizados pelo valor do branco [(URF x – 
URF branco) / URF branco]. A utilização de um ganho fixo, durante a experiência, poderá fornecer dados 
comparáveis entre diferentes tempos de medição ao longo da infecção, contornando a necessidade de 
normalização dos valores.  
 A citocalasina D bloqueia as vias de internalização dependentes de actina, tal como a fagocitose. 
Vários estudos demonstram que em células tratadas com este inibidor se observa, consequentemente, uma 
redução no número de bactérias internalizadas [104]. Os nossos resultados revelaram que a citocalasina D 
parece ser um bom controlo negativo da internalização de M. smegmatis em THP-1, no caso da infecção 
com MOI 20, no ensaio fluorimétrico, em placas de 96 poços. Verificou-se que em células infectadas com 
MOI 20, o tratamento com 1 ou 10 µg/ml de citocalasina D permite observar uma diminuição significativa do 
número de bactérias internalizadas, comparativamente ao controlo, registando-se uma diminuição da 
intensidade de fluorescência das amostras tratadas (Fig. 6). Foi demonstrado num estudo anterior que a 
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concentração de 10 µg/ml de citocalasina D não altera a adesão das células THP-1 [105]. Desta forma, 
concluímos que a redução da intensidade de fluorescência observada corresponde a uma menor 
internalização das bactérias e não a uma perda de células infectadas, durante as lavagens, devido ao 
tratamento. Contrariamente, na infecção com MOI 10 não foi possível observar diferenças significativas 
entre o controlo e as células tratadas. Uma hipótese que poderá explicar este resultado, é a presença na 
amostra, ao fim de 1 h de infecção, de bactérias que não foram internalizadas, apesar da lavagem das 
células. Consequentemente, a intensidade de fluorescência detectada corresponde ao sinal emitido pelas 
bactérias intracelulares e pelas bactérias não internalizadas, aderentes à superfície das células. Assim, 
contrariamente à MOI 20, nas células infectadas com MOI 10, o sinal emitido pelas bactérias internalizadas 
poderá não ser suficientemente forte para que as diferenças na intensidade de fluorescência provocadas 
pela citocalasina D sejam perceptíveis. Para tentar contornar esta limitação técnica, poderia-se experimentar 
marcar as amostras com Trypan Blue, de forma a tentar reduzir o sinal do background emitido pelas 
bactérias extracelulares. O Trypan Blue é um agente impermeável às membranas que tem sido utilizado 
para monitorizar a internalização em células de mamíferos de vários agentes infecciosos marcados com 
fluorescência, incluindo GFP [106-109]. 
 
 
A segunda parte deste trabalho teve como objectivo testar o LPS como controlo positivo para o 
aumento da morte intracelular na infecção de macrófagos por M. smegmatis. A escolha deste estímulo 
baseou-se no facto do LPS se encontrar descrito na literatura como um potente activador de macrófagos, 
levando a um aumento da capacidade microbicida destas células contra várias bactérias intracelulares, 
nomeadamente, Listeria monocytogenes e Legionella pneumophila [110,111].  
 
A capacidade de macrófagos de ratinho matarem ou inibirem drasticamente o crescimento de 
bactérias intracelulares, após activação das células com LPS ou IFN-γ, foi também comprovada contra 
várias micobactérias, incluindo Mtb, M. leprea e M. avium [112-114]. Contrariamente, neste trabalho, foi 
demonstrado que os macrófagos de ratinho J774 activados com LPS, não só falham em mostrar uma 
capacidade aumentada para controlar a infecção por M. smegmatis, como levam consistentemente a um 
aumento da sobrevivência das micobactérias intracelulares. Este efeito inesperado foi observado a partir das 
4 h de infecção, em células pré-estimuladas com LPS o.n. (Fig. 7). Obteve-se um fenótipo idêntico tratando 
as células com LPS de diferentes espécies, o que sugere que o efeito parece ser independente da origem 
do LPS usado para a estimulação dos macrófagos (Fig. 8). No entanto, foram apenas testados LPS de três 
espécies diferentes (E. coli, S. enterica e K. pneumoniae), não constituindo uma amostra significativa. Para 
além disso, estudos anteriores em macrófagos peritoniais de animais experimentais demonstraram que a 
origem da endotoxina pode influenciar a determinação das respostas dos macrófagos [115,116].  
Por outro lado, os nossos resultados revelam que o efeito do LPS na infecção de macrófagos J774 por 
M. smegmatis é dependente do tempo de estimulação das células, uma vez que, ao contrário da 
estimulação o.n., a estimulação dos macrófagos apenas 3 h antes da infecção não resulta em alterações na 
sobrevivência das bactérias intracelulares relativamente ao controlo (Fig. 9). Podemos também concluir que 
o efeito induzido pelo LPS na sobrevivência de M. smegmatis resulta de uma reprogramação das respostas 
do macrófago que é desencadeada em tempos anteriores à infecção, quer pelo LPS, quer por factores 
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solúveis induzidos nas células em resposta à activação pelo LPS, tendo em conta que o factor estimulante é 
removido do meio antes da infecção. 
Os resultados obtidos em paralelo nas mesmas condições experimentais com L. monocytogenes, 
permitiram o estabelecimento de um controlo positivo para este estudo. Verificou-se uma diminuição da 
sobrevivência intracelular desta bactéria em células J774 pré-estimuladas com LPS, ao fim de 24 h de 
infecção (Fig. 10), tal com descrito em trabalhos anteriores [80]. Podemos, assim, afirmar que a activação 
dos macrófagos, durante o mesmo período de tempo e com a mesma concentração de LPS, resulta em 
diferentes consequências dependendo da bactéria internalizada.  
Nos macrófagos estimulados com LPS o.n., a curva de sobrevivência das micobactérias intracelulares 
vai, tal como no controlo, diminuindo ao longo das 24 h de infecção. Contudo, a diferença entre o número de 
bactérias intracelulares nestas células, em comparação com células não estimuladas, vai aumentando ao 
longo do tempo (Fig. 7B). Assim sendo, o LPS poderá induzir uma alteração em um ou vários dos 
mecanismos microbicidas do macrófago, resultando numa morte menos eficiente das bactérias 
intracelulares, em células activadas por LPS. O facto da sobrevivência intracelular em relação ao controlo ir 
aumentando ao longo do tempo, parece indicar que este efeito é devido a um mecanismo contínuo.  
O facto de não se observarem diferenças significativas no número de bactérias intracelulares entre o 
controlo e as células estimuladas, ao fim da primeira hora de infecção, sugere que o LPS não interfere com 
os eventos iniciais da infecção. No entanto, está descrito na literatura que os macrófagos activados por LPS 
apresentam um aumento da capacidade de fagocitose [82]. Como tal, não se pode excluir esta hipótese. 
Diferenças no número de bactérias internalizadas entre as amostras poderão não ser detectadas ao fim de 1 
h devido a limitações técnicas. Nesta fase da infecção, ainda se encontram presentes na amostra muitas 
bactérias que não foram internalizadas. Apesar da lavagem, estas não são totalmente removidas, sendo 
também quantificadas pelo método. A utilização de uma técnica que permita analisar célula a célula, como é 
o caso da citometria de fluxo, poderia possibilitar contornar este erro e testar se o LPS induz, na verdade, 
um aumento da internalização de M. smegmatis.  
  
Os macrófagos sintetizam e libertam uma variedade de mediadores inflamatórios durante várias horas 
após a exposição inicial ao LPS. Estes incluem o TNF-α, IL-1β, IL-6 e NO [117,118]. Sabe-se que algumas 
citocinas como o TNF-α promovem a maturação dos fagossomas micobacterianos, assim como a morte das 
micobactérias intracelulares, apesar de os mecanismos intracelulares envolvidos serem pouco 
compreendidos [94,119].  
Os nossos resultados de expressão dos genes pró-inflamatórios analisados, revelaram níveis 
elevados de IL-6 e IL-1β nas células infectadas pré-estimuladas com LPS o.n., comparativamente às células 
infectadas não estimuladas (Fig. 11D e E). Revelaram também um nível de expressão de TNF-α idêntico 
entre estas duas condições experimentais (Fig. 11C). Podemos, assim, concluir que estes mediadores 
inflamatórios não parecem estar envolvidos no aumento da sobrevivência intracelular induzido pelo LPS. Os 
resultados obtidos permitem ainda confirmar a activação celular resultante da estimulação com LPS, pela 
secreção de TNF-α, IL-1β e IL-6 nestas células, característica do fenótipo de activação dos macrófagos [92]. 
Para além disso, o nível de expressão destes genes nas células infectadas e estimuladas é inferior ao das 
células apenas estimuladas, sugerindo que M. smegmatis é capaz de modular os níveis de expressão 
induzidos pelo LPS. 
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O LPS é um ligando específico do TLR4. Logo, este receptor desempenha um papel crucial na 
mediação da activação do macrófago induzida por LPS [82] . Os nossos resultados revelaram que, ao fim de 
24 h de estimulação com LPS, a expressão do gene que codifica o receptor se encontra diminuída (Fig. 
11B), em concordância com o estudo anterior em células J774 de Hua et al. [120]. Em relação às células 
infectadas, com ou sem estimulação prévia, não se observam diferenças significativas, sugerindo que este 
receptor também não está envolvido no mecanismo responsável pelo aumento da sobrevivência intracelular. 
A produção de óxido nítrico (NO) pela sintase indutível do óxido nítrico (iNOS), em macrófagos 
activados, está envolvida no controlo das infecções micobacterianas [121]. Foi demonstrado que em células 
J774 infectadas por M. smegmatis são produzidos níveis detectáveis de NO apenas durante as primeiras 2 h 
de infecção, sugerindo que a contribuição da iNOS para a morte de M. smegmatis deverá ocorrer apenas 
durante este período restrito [19]. Foi também previamente demonstrado nestas células que a expressão de 
iNOS é induzida pelo tratamento com LPS, levando ao aumento da produção de NO [122]. Ao fim de 4 h de 
infecção, os nossos resultados revelam um nível de expressão do mRNA de iNOS muito superior em células 
infectadas previamente estimuladas, comparativamente a células infectadas não estimuladas (Fig. 11A). 
Como tal, verificando-se uma expressão do gene iNOS superior nas células em que se regista maior 
sobrevivência das micobactérias, os resultados sugerem que a produção de NO não parece estar 
relacionada com as alterações na sobrevivência induzidas pelo LPS. Porém, uma vez que a contribuição da 
iNOS para a morte intracelular deverá ser restrita às primeiras 2 h de infecção, seria importante analisar o 
nível de expressão deste gene antes do final desse período, de forma a confirmar este resultado. Por outro 
lado, como existem vários mecanismos de regulação pós-transcricional do NO, seria relevante fazer uma 
análise de detecção da sua libertação no meio, através do reagente de Griess, por exemplo, para confirmar 
que este factor não está relacionado com o aumento da sobrevivência. 
Colectivamente, os resultados indicam que nenhum destes factores parece estar envolvido no 
mecanismo responsável pelo aumento da sobrevivência de M. smegmatis em células estimuladas com LPS 
o.n.. 
 
O principal mecanismo responsável pela eliminação das micobactérias nos macrófagos é a fusão do 
fagossoma com compartimentos endossomais tardios/ lisossomas. Foi demonstrado que em macrófagos 
infectados por M. smegmatis este mecanismo é iniciado entre as 2 e 4 h de infecção [19]. A fusão com estes 
compartimentos entrega ao fagossoma a v-ATPase vacuolar e enzimas lisossomais, sendo que a actividade 
destas enzimas a baixo pH é geralmente considerado o principal factor responsável pela morte das 
micobactérias [123-126]. 
 Os nossos resultados em células infectadas, com ou sem estimulação prévia, não revelaram 
diferenças de co-localização dos fagossomas bacterianos com o marcador acidotrópico Lysotracker. Ao fim 
de 4 h de infecção, a percentagem de fagossomas acídicos observada foi cerca de 40% (Fig. 12), à 
semelhança de resultados anteriormente descritos por Anes et al., em células J774 [19]. Podemos, assim, 
concluir que o aumento da sobrevivência intracelular que se observa nas células estimuladas com LPS o.n. 
não parece estar relacionado com alterações ao nível da acidificação fagossomal. Uma hipótese que explica 
estes resultados é que, embora um baixo pH esteja classicamente associado à maturação do fagossoma, 
não implica que este possua, por exemplo, determinadas enzimas lisossomais necessárias à sua actividade 
microbicida. Estas podem ser adquiridas mais tarde, durante a fusão com os endossomas tardios. Os 
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complexos de v-ATPases, responsáveis pela acidificação dos compartimentos intracelulares [127], 
encontram-se em grande número nos endossomas tardios e lisossomas [128,129], considerados os 
compartimentos celulares mais acídicos, mas estão também presentes na membrana plasmática, em 
número reduzido [130,131]. O ponto em que os complexos de v-ATPases são adicionados à via endocítica 
precoce ainda não foi determinado [17]. O fagossoma pode, por isso, adquirir a bomba de protões a partir de 
outras fontes para além dos endossomas tardios. No estudo Anes et al. foi demonstrado que apenas 2% das 
vesículas que possuem v-ATPase co-localizam com LAMP 1, possivelmente o marcador mais utilizado para 
endossomas tardios e lisossomas [19]. 
 
A maturação fagossomal envolve a fusão progressiva com organelos da via endocítica. Por esta 
razão, o estado de maturação pode ser estabelecido pela análise da presença ou ausência de marcadores 
específicos, característicos de organelos individuais, na membrana ou no conteúdo dos fagossomas [33]. 
O nosso estudo da co-localização dos fagossomas contendo M. smegmatis, com o marcador de 
endossomas tardios, o ácido liso-bisfosfatídico (LBPA), revelou uma redução da co-localização deste 
marcador induzida pela estimulação com LPS o.n. (Fig. 13). Isto indica que nestas células os fagossomas 
deverão apresentar diferenças no seu conteúdo, em relação ao controlo. Como tal, estes resultados 
sugerem que o aumento da sobrevivência das bactérias intracelulares nas células estimuladas com LPS o.n. 
poderá estar, pelo menos em parte, relacionado com uma redução na fusão com este tipo de 
compartimentos endossomais tardios, perceptível ao fim de 4 h de infecção, embora não interfira com o grau 
de acidificação fagossomal. Estes resultados estão em concordância com o estudo de Tsang et al., que 
verificou que macrófagos activados exibiam uma diminuição na fusão dos fagossomas com lisossomas sem 
uma diminuição das taxas de acidificação [111]. 
Existem vários tipos os endossomas tardios que se fundem com o fagossoma [19]. Como tal, a análise 
da co-localização com outros marcadores de endossomas tardios/ lisossomas, como Rab7 e a proteína 
membranar associada a lisossomas 1 (LAMP 1), poderá revelar diferenças ainda mais acentuadas. 
Contudo, é importante ter em consideração que a classificação da maturação dos fagossomas, tendo por 
base a presença de marcadores membranares com origem em compartimentos endossomais, não implica 
que essas fusões resultem, em determinada altura, em alterações funcionais do fagossoma. Apenas uma 
análise funcional nos poderia revelar se esta observação se traduz de facto em diferenças na actividade 
microbicida do fagossoma, o que poderia explicar o aumento na sobrevivência intracelular observado. 
Para além de alterações na fusão, a estimulação o.n. com LPS poderá provocar modificações no 
conteúdo dos lisossomas. Tal poderia implicar diferenças nos perfis de hidrólise fagossomal, mesmo que a 
alteração da fusão não fosse muito evidente. Neste contexto, Russell et al. verificou que macrófagos 
activados com LPS apresentam apenas um ligeiro aumento da capacidade proteolítica dos lisossomas [132]. 
Como tal, esta possível alteração não deverá estar relacionada com o aumento da sobrevivência 
intracelular.  
 
No nosso estudo, o tratamento das células com LPS durante 3 h não resulta numa alteração da 
sobrevivência intracelular, como se verifica em resultado da estimulação o.n.. Foi anteriormente 
demonstrado em células J774, que a estimulação dos macrófagos com LPS, apenas durante 2 h, resulta em 
níveis de libertação de TNF-α e IL-1β significativamente inferiores aos que se observam em resultado da 
estimulação durante 24 h [133]. Estes resultados sugerem que um maior nível de activação dos macrófagos, 
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desencadeado por um maior período de estimulação, poderá estar relacionado com as diferenças 
observadas, resultando num aumento da sobrevivência intracelular. 
O estudo de Russell et al. demonstrou que a capacidade hidrolítica do fagossoma é reprogramada de 
forma bastante diferente em resposta a estímulos clássicos de activação, LPS e IFN-γ [132]. Nos 
macrófagos activados o fagossoma apresenta-se menos proteolítico e a morte dos microrganismos deverá 
depender mais da produção de intermediários reactivos de oxigénio e nitrogénio. Os autores propõem que 
este facto poderá estar relacionado com os diferentes papéis que o macrófago desempenha no organismo. 
A principal função dos macrófagos, na ausência de estímulos inflamatórios, é a remoção de restos celulares, 
como células apoptóticas, dos tecidos. Para esta actividade o compartimento fagossomal dos macrófagos 
não activados deverá ser altamente degradativo, permitindo o eficiente processamento do material, sem 
indução da resposta imune. Por outro lado, no contexto da activação, o macrófago passa a desempenhar 
funções de uma célula imune efectora. Os autores sugerem que as alterações fisiológicas que se verificam 
no fagossoma podem permitir aumentar o tempo de semi-vida dos epítopos de forma a maximizar a 
capacidade de apresentação de antigénios nos macrófagos activados a linfócitos T. Esta hipótese poderá 
estar relacionada com os nossos resultados, no sentido em que o aumento da sobrevivência intracelular 
poderá dever-se a uma capacidade degradativa inferior nos macrófagos com estimulação prolongada por 
LPS, possivelmente relacionada com o aumento da apresentação de antigénios. Não observamos, contudo, 
mecanismos dependentes de NO alterados nos nossos resultados, indicando que a activação de 
macrófagos com LPS, durante a infecção por M. smegmatis, apenas resulta num atraso na maturação do 






Os resultados obtidos mostram que a avaliação da sobrevivência intracelular de M. smegmatis por 
fluorimetria, utilizando a proteína GFP como repórter, parece ser uma boa alternativa ao método tradicional 
de contagem de UFC.  
A sua aplicação ao estudo de micobactérias de crescimento lento permitirá reduzir o tempo de 
obtenção de resultados de semanas para dias. Para além disso, trata-se de uma metodologia menos 
laboriosa e dispendiosa e a utilização do formato de 96 poços permite realizar facilmente ensaios em 
triplicado, fornecendo resultados mais consistentes. No seu conjunto, estas características tornam este 
método adequado à realização de testes em larga escala. 
Uma vez que o objectivo final é a aplicação desta metodologia para rastreios em Mycobacterium 
tuberculosis, o ensaio continuará a ser optimizado utilizando uma micobactéria de crescimento lento, uma 
estirpe M. bovis BCG que exprime a proteína GFP, disponível no laboratório. 
 
Relativamente ao emprego do LPS como controlo positivo, os nossos resultados permitem concluir 
que o LPS na infecção por M. smegmatis será um controlo de sobrevivência intracelular e não de morte 
induzida por activação de macrófagos. 
Os resultados obtidos permitem assim demonstrar que a activação dos macrófagos não leva a um 
aumento geral e inespecífico da actividade microbicida destas células, como é geralmente considerado. Em 
vez disso, revelam que as interacções entre macrófagos activados e microrganismos são dependentes do 
tipo de activação e do tipo de microrganismo alvo. 
As respostas microbicidas dos macrófagos activados baseiam-se provavelmente em interacções 
complexas de vários fenómenos antimicrobianos. Apesar de ser possível que múltiplos mecanismos estejam 
a provocar este efeito, propomos a existência de um ligação directa entre os efeitos do LPS o.n. na célula 
hospedeira e a maturação do fagossoma contendo M. smegmatis. 
Novos estudos comparando macrófagos com ou sem estimulação com LPS deverão ser úteis para a 
definição das actividades celulares necessárias para o controlo do crescimento das micobactérias pelos 
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